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Figuur 1: Grafische weergave van de relatie tussen proefduur en de residugehaltes van amprolium 
in dooier. 
Figuur 2: Grafische weergave van de relatie tussen de proefduur en de residugehaltes van 
meticlorpindol in heel ei. 
Figuur 3: Grafische weergave van de residugehaltes in vlees, lever en huid van meticlorpindol na 
toediening van voer met een meticlorpindol gehalte van 1 mg/kg. 
Figuur 4: Grafische weergave van de residugehaltes in vlees, lever en huid van meticlorpindol na 
toediening van voer met een meticlorpindol gehalte van 5 mg/kg. 
Figuur 5: Grafische weergave van de uitscheiding van meticlorpindol na toediening van metieler-
pindol conform de EU toelating. 
Figuur 6: Grafische weergave van de uitscheiding van meticlorpindol in lever na toediening van 
meticlorpindol conform de EU toelating. 
Figuur 7: Grafische weergave van de uitscheiding van meticlorpindol in huid na toediening van 




Lage gehaltes van veevoedertoevoegings-of diergeneesmiddelen in pluimveevoeder kunnen residuen 
in vlees of eieren veroorzaken. Systematisch onderzoek naar deze (kwantitatieve) relaties is in 
Nederland rond 1986 aangevangen en heeft veel nuttige informatie voortgebracht. De 
onderzoekscondities en de analysemethoden hebben sindsdien wel een aanzienlijke ontwikkeling 
doorgemaakt, waardoor niet alle gegevens eenvoudig onderling gerelateerd kunnen worden. 
De invulling van de lijst van gekende toevoegings- en diergeneesmiddelen door de Werkgroep KTD 
is -mede- geschiedt op basis van de oudere proeven welke tussen 1986 en 1994 zijn uitgevoerd. De 
verslaggeving van deze proeven is door verschillende oorzaken moeilijk tot zeer slecht toegankelijk. 
Dit rapport, dat is opgesteld op verzoek van het PWr, bevat gegevens van alle relevant geachte 
proeven welke met toevoegingsmiddelen zijn uitgevoerd. Informatie wordt weergegeven over 
proefopzet en -uitvoering, over de gebruikte analysemethoden en over de resultaten; verder wordt 
waar nodig informatie toegevoegd indien de huidige kennis van zaken daar aanleiding toe geeft. 
Voor de meeste proeven is afgezien van een uitvoerige cijfermatige rapportage vanwege de grote 
verschillen die tussen dieren/proeven kunnen optreden. Afhankelijk van het doel van een proef was 
een orde van grootte vaak belangrijker dan een exact getal. De behandelde proeven zijn uitgevoerd 
door het voormalige COVP (nu onderdeel van ID-DLO) in samenwerking met RIKILT-DLO, KvW Utrecht. 
In één geval betrof het een samenwerkingsverband tussen de Schothorst en RIKILT-DLO. 
2 OPZET BESPREKING PROEVEN 
De volgende gegevens zullen per proef worden weergegeven: 
- Stofnaam of stofgroep 
- Doel van het uitgevoerde experiment 
- Beschrijving van de opzet van de dierproef op basis van de volgende gegevens: 
- Dosering in voer (bedoeld en geanalyseerd) 
- Toedieningsduur van voer met toevoegingsmiddel 
- Diersoort + leeftijd proefdieren 
- Aantal dieren per proefgroep 
- Bemonsteringsschema 
- Datum en plaats van uitvoering 
- Huisvestingscondities 
- Beschrijving en karakterisering van de analysemethode m.b.t. de volgende aspecten: 
- Detectie- en bepaalbaarheidsgrens 
- Herhaalbaarheid 
- Toepasbaarheid 
- Optreden van mogelijke interferenties 
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- Cijfermatige of grafische weergave resultaten 
- Discussie over resultaten in relatie tot de toegepaste analysemethode 
- Conclusie en consequenties voor de lijst met gekende toevoegings- en diergeneesmiddelen 
Deze opzet komt overeen met de opzet van de rapportage welke gehanteerd wordt bij het lopende 
verslepingsonderzoek voor vleeskuikens en leghennen. 
3 OVERZICHT VAN UITGEVOERDE PROEVEN 
3.1 Amprolium bij leghennen 
3. 1. 1 Doel van de proef 
Onderzoek naar het optreden van amprolium residuen in eidooier, als gevolg van de aanwezigheid 
van een verslepingsdosering amprolium in leghennenvoer. 
3.1.2 Opzet dierproef 
Leghennenvoer met een beoogd amprolium gehalte van 5 mg/kg werd gedurende 1 0 dagen verstrekt 
aan een groep van 20 leghennen. De herkomst en leeftijd van de proefdieren zijn niet bekend. De 
dieren waren gehuisvest in batterij kooien. Van de eieren werden per dag twee mengmonsters dooier 
bereid. De proef werd begin 1987 (maart/april) uitgevoerd door het COVP (proef 027.06). 
3.1 .3 Analysemethode 
Het gehomogeniseerde monster dooier wordt geêxtraheerd met water. Een aliquot wordt gedialyseerd 
tegen water. Amprolium wordt vanuit de waterfase verrijkt op een concentreringskolom gepakt met 
•reversed phase• materiaal. Na verrijking wordt amprolium door kolomschakeling geanalyseerd met 
isocratische "ion-pair" chromatografie. Amprolium wordt gedetecteerd met UV detectie bij 268 nm of -
na oxidatie door een "post-column• toegevoegde kaliumferricyanide oplossing - met fluorescentie 
detectie (excitatiegolflengte 365 nm; emissiegolflengte 418 nm). De detectiegrens van de methode 
bedroeg 5 pg/kg en bevestiging was mogelijk vanaf een concentratie van 25 pg/kg. De 
monsteranalyses werden uitgevoerd door de Keuringsdienst van Waren Utrecht. Meer gedetailleerde 
informatie over de methode is weergegeven in rapport IR/73/01/87/D18 (van Leeuwen et al, 1987) van 
de Keuringsdienst van Waren Utrecht. 
3.1.4 Resultaten en discussie 
De resultaten zijn grafisch weergegeven in figuur 1. Een gehalte van ca. 5 mg/kg in het voer geeft 
aanleiding tot ca. 200 pg/kg amprolium in de dooier. De werkelijke concentratie in het voer werd niet 
vastgesteld. De methode zoals gebruikt in deze studie, wordt nog steeds succesvol toegepast, hoewel 
de procedure zonder •post-column• derivatisering gevoelig kan zijn voor interferenties. De resultaten 
van dit onderzoek zijn gepubliceerd (Kan et al, 1989). 
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3.1.5 Conclusie 
De resultaten van de analyses van ei zijn betrouwbaar. Ondanks het feit dat de werkelijke concentratie 
in het proefvoer niet is gemeten, mag worden aangenomen dat verslepings niveaus van amprolium 
in leghennenvoer nooit zullen leiden tot residu gehaltes welke de in Amerika geldende norm voor 
eieren van 8 mg/kg zullen benaderen. Deze laatste waarde is de enige waarde die officieel is 
vastgelegd. In handelskringen (met name Duitsland en Zwitserland} wordt 1 00 ,ug/kg wel als 
acceptatiegrens gebruikt. Om aan die waarde te kunnen voldoen moet het gehalte in voer lager zijn 
dan 5 mg/kg. 
3.2 Meticlorpindol bij leghennen 
3.2.1 Doel van de proef 
Onderzoek naar het optreden van meticlorpindol residuen in ei als gevolg van de aanwezigheid van 
een verslepingsdosering meticlorpindol in leghennen voer. 
3.2.2 Opzet dierproef 
Leghennenvoer met een beoogd meticlorpindol gehalte van 10 mg/kg werd -gedurende 10 dagen 
verstrekt aan een groep van 12 leghennen. De herkomst en leeftijd van de proefdieren zijn niet 
bekend. De dieren waren gehuisvest in 3 batterij kooien met elk vier dieren. Van de eieren werd per 
dag een mengmonster bereid. De proef werd eind 1988 (oktober/november) uitgevoerd door het 
COVP (proef 027.12). 
3.2.3 Analysemethode 
Het gehomogeniseerde mengmonster ei wordt geêxtraheerd met water. Een aliquot wordt 
gedialyseerd tegen water. Meticlorpindol wordt vanuit de waterfase verrijkt op een concentre-
ringskolom gepakt met •reversed phase• materiaal. Na verrijking wordt meticlorpindol door 
kolomschakeling geanalyseerd met isocratische •reversed phase• chromatografie. Meticlorpindol wordt 
gedetecteerd met UV detectie bij 270 nm. De detectiegrens van de methode bedroeg 1 0 ,ug/kg. De 
monsteranalyses werden uitgevoerd door de Keuringsdienst van Waren Utrecht. 
3.2.4 Resultaten en discussie 
De resultaten zijn grafisch weergegeven in figuur 2. Een gehalte van ca. 1 o mg/kg meticlorpindol in 
het voer geeft aanleiding tot ca. 600 ,ug/kg meticlorpindol in heelei. De werkelijke concentratie in het 
voer werd niet vastgesteld. De methode zoals toegepast luisterde vrij nauw en was niet altijd 
reproduceerbaar. Tevens bleek later, dat de methode tamelijk gevoelig was voor het optreden van vals 
positieve resultaten. De resultaten van dit onderzoek zijn gepubliceerd (Mattern et al, 1990). 
3.2.5 Conclusie 
De resultaten van de analyses van ei zijn mogelijk niet geheel betrouwbaar. De werkelijke concentratie 
in het proefvoer is niet gemeten. Desondanks mag worden aangenomen, dat een redelijke indicatie 
is verkregen van te verwachten residuniveaus na verstrekking van meticlorpindol bevattend voer aan 
leghennen. Deze niveaus lijken niet relevant vanuit het oogpunt van volksgezondheid gelet op de 
norm voor pluimveevlees (zie 3.3.5) , maar kunnen wel aanleiding geven tot handelsbelemmeringen. 
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De gegevens van Oshi (1991) wijzen erop dat een gehalte in voer van 1 mg/kg geen aanleiding geeft 
tot residuen in ei boven een gehalte van 0,1 mg/kg. 
3.3 Meticlorpindol bij vleeskuikens; versleping 
3.3.1 Doel van de proef 
Onderzoek naar het optreden van meticlorpindol residuen in vlees, lever en huid als gevolg van de 
aanwezigheid van een verslepingsdosering meticlorpindol in vleeskuikenvoer. 
3.3.2 Opzet dierproef 
Vleeskuikenvoer met een beoogd meticlorpindol gehalte van resp. 1 en 5 mg/kg werd gedurende 3 
dagen verstrekt aan groepen van 12 vleeskuikens van 42 dagen oud. De herkomst van de proefdieren 
is niet bekend. De dieren waren gehuisvest in grondkooien met strooisel. De dieren werden geslacht 
zonder dat voeronthouding heeft plaatsgevonden. Van elk dier werd een monster vlees, een monster 
lever en een monster huid bereid. De proef werd begin 1990 (januari/februari) uitgevoerd door het 
COVP (proef 650.1 0). 
3.3.3 Analysemethode 
Het gehomogeniseerde mengmonster wordt geëxtraheerd met water. Na centrifugeren en filtreren 
wordt een aliquot van het extract gedialyseerd tegen water. Meticlorpindol wordt vanuit de waterfase 
verrijkt op een concentreringskolom gepakt met •reversed phase" materiaal. Na verrijking wordt 
meticlorpindol door kolomschakeling geanalyseerd met isocratische •reversed phase• chromatografie. 
Meticlorpindol wordt gedetecteerd met UV detectie bij 270 nm. De detectiegrens van de methode 
bedroeg 1 0 Jlg/kg. De monsteranalyses werden uitgevoerd door de Keuringsdienst van Waren Utrecht. 
3.3.4 Resultaten en discussie 
De resultaten zijn grafisch weergegeven in figuur 3 en 4. Een gehalte van ca. 1 mg/kg meticlorpindol 
in het voer geeft aanleiding tot duidelijk meetbare meticlorpindol gehaltes in alle drie de matrices. De 
gehaltes in vlees en huid zijn vergelijkbaar, terwijl die in lever 8 tot 10 maal hoger liggen. Er bleek een 
goede dosis-respons relatie waarneembaar bij verstrekking van voer met toevoeging van resp. 1 en 
5 mg/kg meticlorpindol. Vooral in monsters lever werden grote verschillen in de concentratie gemeten 
in Ïlldividuele dieren waargenomen. De werkelijke concentratie in het voer werd niet vastgesteld. De 
methode, zoals deze werd toegepast, bleek later tamelijk gevoelig voor het optreden van interferenties. 
3.3.5 Conclusie 
De resultaten van de analyses van vlees, vel en lever zijn mogelijk niet geheel betrouwbaar. De 
werkelijke concentratie in het proefvoer is niet gemeten en de toedieningsduur lijkt niet voldoende voor 
het bereiken van de maximaal haalbare residu-concentraties. Desondanks mag worden aangenomen 
dat een redelijke indicatie is verkregen van te verwachten residuniveaus in vlees, lever en vel na 
verstrekking van verslepingsdoseringen meticlorpindol via voer aan vleeskuikens. De gemeten niveaus 
zijn niet relevant in relatie tot de in Amerika gehanteerde normen voor meticlorpindol (5 mg/kg voor 
vlees en 15 mg/kg voor lever). In de EU zijn er verder geen normen van toepassing. Als voldaan moet 
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worden aan een acceptatiegrens van 1 00 .ug/kg in vlees, zoals gehanteerd werd in het concept 
Nationaal Plan Pluimvee 1995/1996, dan zal het gehalte in voer lager moeten zijn dan 5 mg/kg. 
3.4 Meticlorpindol bij vleeskuikens; wachttermijn 
3.4.1 Doel van de proef 
Onderzoek naar de weefselkinetiek van meticlorpindol na toediening van een dosering meticlorpindol 
in vleeskuikenvoer overeenkomstig de EU toelating. 
3.4.2 Opzet dierproef 
Vleeskuikenvoer met een beoogd meticlorpindol gehalte van 11 0 mg/kg werd gedurende 4 weken 
verstrekt aan 18 vleeskuikens vanaf een leeftijd van 14 dagen. De herkomst van de proefdieren is niet 
bekend. De dieren waren gehuisvest in grondkooien met strooisel. Na 4 weken toediening werden 6 
dieren geslacht. Na een wachttermijn van 24, 48 en 72 uur werden telkens weer 6 dieren geslacht. 
Van elk geslacht dier werd een monster vlees, een monster lever en een monster huid bereid. De 
proef werd begin 1990 üanuari/februari) uitgevoerd door het COVP (proef 650.1 0). 
3.4.3 Analysemethode 
Het gehomogeniseerde mengmonster wordt geêxtraheerd met water. Na centrifugeren en filtreren 
wordt een aliquot van het extract gedialyseerd tegen water. Meticlorpindol wordt vanuit de waterfase 
verrijkt op een concentreringskolom gepakt met "reversed phase• materiaal. Na verrijking wordt 
meticlorpindol door kolomschakeling geanalyseerd met isocratische •reversed phase• chromatografie. 
Meticlorpindol wordt gedetecteerd met UV detectie bij 270 nm. De detectiegrens van de methode 
bedroeg 1 0 .ug/kg. De monsteranalyses werden uitgevoerd door de Keuringsdienst van Waren Utrecht. 
3.4.4 Resultaten en discussie 
De resultaten zijn grafisch weergegeven in figuur 5, 6 en 7. Het meticlorpindol gehalte in de 
onderzochte matrices neemt in de eerste 24 uur van de wachttermijn zeer snel af. Vooral in monsters 
lever werden grote verschillen waargenomen in de concentratie gemeten in individuele dieren. De 
werkelijke concentratie in het voer werd niet vastgesteld. De methode, zoals deze werd toegepast, 
bleek later tamelijk gevoelig voor het optreden van interferenties. 
3.4.5 Conclusie 
De resultaten van de analyses van vlees, vel en lever zijn mogelijk niet geheel betrouwbaar. De 
werkelijke concentratie in het proefvoer is niet gemeten. Desondanks mag worden aangenomen dat 
een redelijke indicatie is verkregen van te verwachten residuniveaus in vlees, lever en vel na 
verstrekking van meticlorpindol bevattend voer aan vleeskuikens. De in Amerika gehanteerde normen 
voor meticlorpindol (5 mg/kg voor vlees en 15 mg/kg voor lever) worden, zelfs zonder dat er een 
wachttermijn in acht wordt genomen, bij toediening van voer met een toegelaten additief gehalte niet 
overschreden. Bij een actiegrens van 1 00 .ug/kg in vlees, zoals deze in het concept Nationaal Plan 
Pluimvee 1995/1996 gehanteerd werd, moet de te hanteren wachttijd meer dan drie dagen bedragen. 
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3.5 lonofore coccidiostatica (monensin, narasin, salinomycine) bij leghennen 
3.5.1 Doel van de proef 
Onderzoek naar het optreden van residuen van ionofore antibiotica in ei als gevolg van de 
aanwezigheid van een verslepingsniveau in leghennenvoer of als gevolg van de aanwezigheid van 
ionoforen in voer op een niveau, dat voor vleeskuikens is toegelaten. 
3.5.2 Opzet dierproef 
Leghennenvoer met een beoogd gehalte van 5 mg/kg van monensin, narasin of salinomycine werd 
gedurende 7 dagen verstrekt aan groepen van telkens 4 leghennen. De herkomst en leeftijd van de 
gebruikte proefdieren is niet bekend. De dieren waren gehuisvest in batterij kooien, met in elke kooi 
twee dieren. Eieren werden verzameld van twee dagen voor aanvang van de verstrekking van 
gedoseerd voer tot 14 dagen na stopzetting van de toediening. Van de eieren werd per dag een 
mengmonster bereid. Van de eieren verzameld op dag 6 (de laatste toedieningsdag), dag 8 en dag 
9 werd telkens van één ei per proefgroep de dooier gescheiden van het eiwit, om de verdeling tussen 
dooier en wit te kunnen bepalen. Voor de proef op het voor vleeskuikens toegelaten niveau, werd het 
zelfde protocol gehanteerd, maar de concentraties van narasin, menensin en salinomycine in het 
verstrekte voer bedroeg resp. 70, 11 0 en 60 mg/kg. 
De proef werd eind 1986 (december) uitgevoerd door het COVP (proef 027.05). 
3.5.3 Analysemethode 
De ionoforen worden uit het gehomogeniseerde mengmonster ei geëxtraheerd met acetonitriL Na 
toevoeging van een zoutoplossing wordt een deel van het extract gebruikt voor zuivering op een C-18 
cartridge. Na wassen met water en droogblazen met stikstof, worden de ionoforen van de cartridge 
geëlueerd met methanol. Na indampen van het eluaat wordt het residu opgenomen in acetonitril en 
vindt partitie plaats met iso-octaan om vetrestanten te verwijderen. Een aliquot van de acetonitril fase 
wordt onderworpen aan dunne laag chromatografie op Kieselgel platen, met als loopmiddel met water 
verzadigde ethylacetaat De ionoforen worden zichtbaar gemaakt door dippen van de plaat in p-
anisaldehyde oplossing en instraling met UV licht van 366 nm, waardoor geel fluorescerende vlekken 
ontstaan of door middel van bio-autografie met 8-Subtilus als indicator organisme. 
De bepaalbaarheidsgrens bedraagt 20 ,ug/kg voor monensin en 1 0 ,ug/kg voor narasin en 
salinomycine bij toepassing van bioautografische detectie. Vanaf 1 0 ,ug/kg (monensin) en 5 ,ug/kg 
(narasin en salinomycine) zijn reeds remzones waarneembaar, maar de evenredigheid tussen de 
logaritme van de concentratie en de gemeten remzone is - in het laagste deel van de ijklijn - slecht. 
De variatiecoëfficiënt voor monensin bedroeg 2,8 % (niveau 35 ,ug/kg; n= 6), voor narasin 15,8 % 
(niveau 45 ,ug/kg; n=6) en voor salinomycine 4,5% (niveau 105 ,ug/kg; n=6). De beschreven methode 
is niet toepasbaar voor de analyse van lasalocide, omdat deze component geen vergelijkbare 
chemische reacties vertoonde. 
De monsteranalyses werden uitgevoerd door RIKILT-DLO. 
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3.5.4 Resultaten en discussie 
De voermonsters werden door RIKILT-DLO geanalyseerd met de voor routine doeleinden toegepaste 
turbidimetrische methode. Voor manensin werden waarden gevonden van 129 mg/kg (verwacht 11 0} 
en 5 mg/kg (verwacht 5), voor salinomycine 64 mg/kg (verwacht 60} en 3 mg/kg (verwacht 5} en voor 
narasin 76 mg/kg (verwacht 70) en 5 mg/kg (verwacht 5 mg/kg). 
De resultaten verkregen voor mengmonsters heel ei zijn weergegeven in Tabel 1. 
Een dag na aanvang van het verstrekken van het proefvoer blijken van alle drie de ionoforen residuen 
aantoonbaar. Na stopzetting van de medicatie, blijken er gedurende 7 tot 8 dagen nog residuen van 
ionoforen aantoonbaar te zijn. 
Er blijkt een redelijke dosis/respons relatie waarneembaar tussen het niveau in voer en het residu 
niveau in eieren voor narasin en salinomycine. De residu niveaus voor manensin zijn veel lager dan 
die voor de beide andere stoffen. Bij separate analyse van dooier en eiwit bleek het gehalte op dag 
6 voor narasin in dooier ca. 4 maal hoger dan in eiwit, voor manensin is het gehalte in dooier ca. 2 
maal lager dan in eiwit en voor salinomycine bleek het gehalte in dooier ca. 80 maal hoger in dooier 
dan in eiwit. De residu concentratie in eiwit blijkt na stopzetting van de medicatie, veel sneller terug 
te lopen dan de concentratie in dooier. Dit betekent, dat aangezien in heelei 8 dagen na stopzetting 
van de medicatie nog residuen worden aangetroffen, a e residuen in dooier vermoedelijk nog langer 
aantoonbaar zullen zijn. 
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Tabel1 : Gehalte in monsters heelei voor narasin, manensin en salinomycine na verstrekking van voer 
met een verslepingsniveau (5 mg/kg) of met een additief niveau van genoemde componenten. De 
residu gehaltes zijn uitgedrukt in pg/kg. 
Narasin gehalte Salinomycine gehalte Manensin gehalte 
Dosering 70 mg/kg 5 mg/kg 60 mg/kg 5 mg/kg 110 mg/kg 5 mg/kg 
Dag 
0 - -
- - 10 -
1 94 22 50 6 31 -
2 190 42 98 18 38 -
3 240 38 325 20 30 -
4 270 44 368 26 55 -
5 290 46 325 26 50 -
6 450 64 442 32 50 -
7 604 38 650 34 99 -
8 465 31 610 28 34 -
9 320 24 440 20 21 -
10 300 20 305 16 15 -
11 238 15 190 9 13 -
12 94 5 82 - n.m. -
13 60 - 50 n.a. - -
= gehalte lager dan de bepaalbaarheidsgrens 
n.m. = aantoonbaar, maar lager dan de bepaalbaarheidsgrens 
n.a. = niet geanalyseerd 
3.5.5 Conclusie 
De resultaten van de analyses van narasin, salinomycine en manensin in ei zijn betrouwbaar. De 
werkelijk gemeten concentraties in de proefvoeders stemmen redelijk overeen met de beoogde 
waarden. Daarbij moet worden opgemerkt dat de bepaling van salinomycine in voer een bepaal-
baarheidsgrens kent van 5 mg/kg, hetgeen de tamelijk slechte overeenstemming kan verklaren. 
Narasin en salinomycine zijn in eieren goed aantoonbaar na verstrekking van voer met een 
additiefniveau en na verstrekking van voer met een verslepingsniveau. Manensin is alleen aantoonbaar 
na verstrekking van voer met een additiefniveau. Kennedy et al (1996) konden met een methode met 
een aanzienlijk lagere detectiegrens wel overdracht van manensin naar ei aantonen als gevolg van 
versleping. 
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3.6 lonofore coccidiostatica (monensin, narasin en salinomycine) bij vleeskuikens; wachttermijn 
3.6.1 Doel van de proef 
Onderzoek naar de mogelijkheden tot controle van inachtname van wachttermijnen op basis van 
analyse van krop- of maaginhoud. 
3.6.2 Opzet dierproef 
Vleeskuiken voer met een beoogd gehalte van 11 o mg/kg monensin, 70 mg/kg narasin of 60 mg/kg 
salinomycine werd gedurende 40 dagen verstrekt aan groepen van telkens 30 Hybro vleeskuikens 
vanaf de eerste levensdag. De dieren waren gehuisvest in een grondafdeling met strooisel. Na 
stopzetting van de medicatie werden telkens vijf dieren geslacht met een wachttermijn variêrend van 
0 tot 5 dagen. Van de geslachte dieren werden monsters genomen van de maaginhoud, de inhoud 
van de blinde darm, en voorts van vlees, nier, lever en vel. Tevens werd een groep van 20 dieren 
gevoerd met standaard bedrijfsvoer zonder ionofore antibiotica, maar met toevoeging van amprol-plus. 
( De proef werd begin 1987 (januari/februari) uitgevoerd door het COVP (proef 650.07}. 
3.6.3 Analysemethode 
De toegepaste methode was identiek aan de methode beschreven bij 3.5.3. Echter, bioautografische 
detectie bleek alleen toepasbaar voor vlees- en niermonsters. Alle overige matrices vertoonden 
interterenties bij toepassing van B. Subtilis als indicator organisme. Daarom konden slechts indicatieve 
gehaltes worden bepaald op basis van visuele beoordeling van de intensiteit van de monsterspot ten 
opzichte van monsters met toevoeging van de verschillende ionoforen. De detectiegrens bedroeg voor 
maag-, darm- en kropinhoud o, 1 mg/kg en voor de overige matrices 0,02 mg/kg (Weterings, 1987}. 
De monsteranalyses werden uitgevoerd door RI KIL T-DLO. 
3.6.4 Resultaten en discussie 
De kropinhoud van de meeste dieren bleek onvoldoende voor analyse. Alleen in maaginhoud konden 
voor alle drie de geteste componenten residuen worden aangetoond na een wachttermijn van 24 uur. 
De resultaten staan weergegeven in Tabel 2. 
Tabel 2: Residu concentraties uitgedrukt in mg/kg gemeten in maaginhoud van vleeskuikens welke 
40 dagen behandeld zijn met een gangbare dosering voor monensin, narasin en salinomycine. 
Component Dag 0 Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 
Manensin >3 1-2 0,1-0,2 - - -
Narasin >3 0,1-0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 
Salinomycine >3 0,1 - - - -
- ::: kleiner dan o, 1 mg/kg 
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Uit deze resultaten blijkt dat monensin, narasin en salinomycine goed aantoonbaar zijn in de 
maaginhoud, indien er geen wachttermijn in acht is genomen. Alleen voor narasin lijken ook na afloop 
van de wachttermijn nog residuen aantoonbaar in maaginhoud. De proef met narasin is later herhaald, 
omdat mogelijk sprake was van contaminatie of interferenties. Ook toen konden echter gedurende 4 
dagen narasin residuen in maaginhoud worden aangetoond. 
Residuen van manensin konden alleen worden aangetoond in de monsters van de dieren geslacht 
op dag 0. Het gehalte in nier kwam overeen met 0,025 mg/kg. In vlees en vel kon manensin worden 
aangetoond, maar het gehalte lag onder de grens van 0,025 mg/kg. In lever kon geen manensin 
worden aangetoond. 
De zelfde waarnemingen werden gedaan voor narasin, maar het gehalte in de nieren lag wat hoger 
dan 0,025 mg/kg. 
Salinomycine kon alleen worden aangetoond in nier- en velmonsters, maar in beide matrices lag het 
gehalte lager dan 0,025 mg/kg. 
3.6.5 Conclusie 
De resultaten van de analyses van narasin, salinomycine en manensin in vlees, lever, nier en vel zijn 
slechts indicatief, omdat geen bicautografische detectie is toegepast. De concentraties in de 
proefvoeders zijn niet bepaald. Gelet op de lage residuconcentraties, welke zijn vastgesteld in de 
diverse matrices na verstrekking van voer met additief niveau, mag niet verwacht worden, dat versle-
pingsniveaus van monensin, narasin en salinomycine zullen leiden tot residu problemen bij 
vleeskuikens. 
3. 7 lonofore coccidiastatica (monensin, narasin en salinomycine) bij vlees kuikens; versleping 
3. 7.1 Doel van de proef 
In aanvulling op de bij 3.6 beschreven proef is een aanvullende proef uitgevoerd om na te gaan of 
ook verstrekking van voer met een verslepingsdosering van ionoforen leidt tot residuen in de 
maaginhoud en in de nieren. 
3. 7.2 Opzet dierproef 
Vleeskuikenvoer met een beoogd gehalte van resp. 2 en 10 mg/kg van monensin, 1 en 5 mg/kg 
narasin of 1 en 5 mg/kg salinomycine werd gedurende 4 dagen verstrekt aan groepen van telkens 
12 vleeskuikens met een leeftijd van ca. 37 dagen. De herkomst van de gebruikte dieren is niet 
bekend. De dieren waren gehuisvest in grondkooien met strooisel. De dieren werden geslacht zonder 
voorafgaande voeronthouding. Van de geslachte dieren werden afzonderlijke monsters genomen van 
de maaginhoud en van telkens vier dieren werd een mengmonster nier bereid. 
De proef werd eind 1987/begin 1988 (december/januari) uitgevoerd door het COVP (proef 650.08). 
3. 7.3 Analysemethode 
De toegepaste methode was identiek aan de methode beschreven bij 3.5.3. Echter, bicautografische 
detectie bleek alleen toepasbaar voor niermonsters. Detectie en kwantificatie werd daarom alleen 
uitgevoerd met toepassing van p-anisaldehyde. Daarom konden slechts indicatieve gehaltes worden 
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bepaald op basis van visuele beoordeling van de intensiteit van de monsterspot ten opzichte van 
monsters met toevoeging van de verschillende ionoforen. De detectiegrens bedroeg voor maaginhoud 
o, 1 mg/kg en voor nier 0,02 mg/kg. De monsteranalyses werden uitgevoerd door RI KIL T-DLO. 
3. 7.4 Resultaten en discussie 
In alle monsters maaginhoud konden van alle drie de geteste stoffen, residuen worden aangetoond. 
Uit deze resultaten blijkt, dat monensin, narasin en salinomycine goed aantoonbaar zijn in de 
maaginhoud als er juist voor de slacht voer is verstrekt met een verslepingsniveau van de onderzochte 
ionoforen. Dus wachttermijn controle kan niet plaatsvinden door middel van analyse van de 
maaginhoud, omdat een positief resultaat ook het gevolg kan zijn van het verstrekken van voer met 
een verslepingsniveau van de onderzochte stoffen. 
In de mengmonsters nier konden geen ionoforen worden aangetoond. Dat betekent, dat het gehalte 
lager lag dan 0,02 mg/kg en dat in vlees en lever de gehaltes ook lager zullen liggen, omdat tijdens 
de proef beschreven bij 3.6 was aangetoond, dat in nier de hoogste concentraties aan ionoforen 
kunnen worden aangetroffen. 
3. 7.5 Conclusie 
De resultaten van de analyses van narasin, salinomycine en manensin in nier zijn slechts indicatief, 
omdat geen bicautografische detectie is toegepast. De concentraties in de proefvoeders zijn niet 
bepaald. Omdat in de niermonsters geen detecteerbare concentraties van de ionoforen konden 
worden aangetoond, mag verwacht worden dat verslepingsniveaus van monensin, narasin en 
salinomycine in voer niet zullen leiden tot residu problemen in vleeskuikens. 
3.8 Nitroimidazolen (dimetridazol en ronidazol) bij vleeskuikens; wachttermijn 
3.8.1 Doel van de proef 
Bepalen van de weefselkinetiek van dimetridazol en ronidazal na toediening van voer met een 
gangbaar additief niveau voor beide componenten. 
3.8.2 Opzet dierproef 
Vleeskuikenvoer met een gehalte van 125 mg/kg dimetridazol of 75 mg/kg ronidazal werd gedurende 
7 dagen verstrekt aan groepen van telkens 12 vleeskuikens met een leeftijd van ca. 35 dagen. De 
herkomst van de gebruikte dieren is niet bekend. De dieren waren gehuisvest in grondkooien met 
strooisel. Telkens drie dieren werden geslacht na een wachttermijn van 0; 24; 48 en 72 uur. Van de 
geslachte dieren werden afzonderlijke monsters genomen van borstvlees en lever. De proef werd eind 
1987 (december) uitgevoerd door het COVP (proef 650.08). 
3.8.3 Analysemethode 
Het gehomogeniseerde monstermateriaal wordt geëxtraheerd met een acetonitril/methanol mengsel. 
Na centrifugeren wordt het extract gezuiverd over neutrale aluminiumoxide. Het eluaat werd ingedampt 
tot een klein volume en vervolgens verdund met een verdunde zoutzuur oplossing. Na partitie van de 
waterige fase met iso-octaan wordt het zuur geneutraliseerd met een natriumcarbonaat oplossing. Een 
aliquot van de waterige fractie wordt geanalyseerd met isocratische •reversed phase• chromatografie. 
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De componenten worden bepaald met UV detectie bij 313 nm. Naast de moederverbindingen werd 
ook de gezamenlijke metaboliet, 1-methyl-2-hydroxy-methyl-5-nitroimidazol, bepaald. Om de 
kwantitatieve eigenschappen van de methode te verbeteren werd aan het eindextract en aan de 
standaardoplossingen sulfadiazins toegevoegd als interne standaard. 
He~ terugvindingspercentage van de methode bleek voor vlees bij toevoeging van 25 tot 500 pg/kg 
tamelijk variabel te zijn : 57-80% voor de 2-hydroxy metaboliet, 50 tot 78% voor dimetridazol en 55-
1 00 % voor ronidazol. Voor lever werden bij toevoeging van 500 pg/kg terugvindingspercentages 
variërend van 89 tot 1 04 % waargenomen. 
De gerapporteerde detectiegrens voor vlees bedroeg 1 0 pg/kg en voor lever werd geen waarde 
opgegeven (Stoffels, 1988). De monsteranalyses werden uitgevoerd door RIKILT-DLO. 
3.8.4 Resultaten en discussie 
In de vleesmonsters van met dimetridazol behandelde dieren werd een hoge concentratie aangetoond 
van de 2-hydroxy-metaboliet en lage dimetridazol concentraties. In de monsters van de dieren welke 
geslacht werden na 0 dagen wachttermijn varieerde de concentratie van de 2-hydroxy-metaboliet van 
1 00 tot 700 pg/kg en van dimetridazol van 6 tot 40 pg/kg. In de monsters welke geslacht werden na 
een wachttermijn oplopend van 24 tot 72 uur konden geen meetbare residuen worden aangetoond. 
In de vleesmonsters van met ronidazal behandelde dieren werd daarentegen in hoofdzaak de 
moederverbinding aangetoond. In monsters van de dieren welke geslacht werden na 0 dagen 
wachttermijn varieerde het ronidazal gehalte van 3,3 tot 3,8 mg/kg, terwijl het niveau van de 2-hydroxy-
metaboliet varieerde van 0,04 tot 0,07 mg/kg. In de vleesmonsters van de dieren geslacht na een 
wachttermijn van 24 uur werden alleen nog ronidazal residuen aangetoond, met een concentratie 
variërend van 0,02 toto, 17 mg/kg. In de levermonsters van beide proefgroepen konden geen residuen 
worden aangetoond. 
Evaluatie van de methode heeft duidelijk gemaakt, dat de validatie slechts gedeeltelijk was afgerond 
en dat de leveranalyses beïnvloed werden door interferenties vanuit de matrix. Met name de 
detectiegrens voor de 2-hydroxy-metaboliet ligt hoger dan de gerapporteerde waarde van 1 0 pg/kg. 
3.8.5 Conclusie 
De toegepaste methode was niet volledig ontwikkeld en de voermonsters zijn niet vooraf 
geanalyseerd. De resultaten voor vlees geven desondanks een redelijke indicatie van de te verwachte 
niveaus van de 2-hydroxy-metaboliet en de moederverbindingen. Beide componenten blijken zeer snel 
geëlimineerd te worden uit vlees. De resultaten voor lever bleken onbetrouwbaar. Op basis van de 
resultaten van deze proef konden geen uitspraken gedaan worden over de risico's van 
verslepingsniveaus van de onderzochte stoffen met betrekking tot het optreden van residuen in 
matrices van vleeskuikens. 
3.9 Nitroimidazolen (dimetridazol en ronidazol) bij vleeskuikens; versleping 
3.9.1 Doel van de proef 
Bepalen van residuniveaus van dimetridazol en ronidazal in vlees na toediening van voer met een 
verslepingsniveau voor beide stoffen. 
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3.9.2 Opzet dierproef 
Vleeskuikenvoer met een dimetridazol of ronidazal gehalte van 2 of 1 0 mg/kg werd gedurende 5 
dagen verstrekt aan groepen van telkens 12 vleeskuikens met een leeftijd van ca. 42 dagen. De 
herkomst van de gebruikte proefdieren is niet bekend. De dieren waren gehuisvest in grondkooien 
met strooisel. De dieren werden geslacht zonder onthouding van proetvoer. Van de geslachte dieren 
werden afzonderlijke monsters genomen van borstvlees en pootvlees. De proef werd eind 1987 
(november/december) uitgevoerd door het COVP {proef 650.11). 
3.9.3 Analysemethode 
Het gehomogeniseerde monstermateriaal wordt geëxtraheerd met water. Na centrifugeren en filtreren 
wordt een deel van het extract gedialyseerd tegen water. De componenten worden verrijkt op een 
concentreringskolom gepakt met C-18 materiaal. Door kolomschakeling worden de componenten 
geanalyseerd met isocratische •reversed phase• chromatografie. De componenten worden bepaald 
met UV detectie bij 320 nm. Naast de moederverbindingen werd ook de gezamenlijke metaboliet, 1-
methyl-2-hydroxy-methyl-5-nitroimidazol, bepaald. 
Het terugvindingspercentage van een methode gebaseerd op dialyse is moeilijk te bepalen. De 
kwantificering in deze methode is gebaseerd op calibratie met monsters met toevoeging. De 
detectiegrens voor vlees bedroeg 2 pg/kg voor alle componenten en de bepaalbaarheidsgrens 
bedraagt 5pg/kg. De methode is gedetailleerd beschreven (Keukens et al, 1993). De monsteranalyses 
werden uitgevoerd door RIKILT-DLO. 
3.9.4 Resultaten en discussie 
In de vleesmonsters van de met dimetridazol en met ronidazal behandelde dieren werden geen 
residuen aangetoond van de moederverbindingen en evenmin van de 2-hydroxy-metaboliet. Dit 
betekent, dat in alle monsters het gehalte lager was dan 2 pg/kg. 
Om de toepasbaarheid van de methode te bewijzen, werden ook vleesmonsters geanalyseerd 
afkomstig van twee proefdieren welke behandeld waren met een eenmalige hoge dosering van resp. 
dimetridazal en ronidazaL Er werden vergelijkbare waarnemingen gedaan als in de proef beschreven 
bij 3.8. Na behandeling met dimetridazol werd alleen de 2-hydroxymetaboliet aangetoond (gehalte: 
0,13 mg/kg) en bij behandeling met ronidazal werd in hoofdzaak de moederverbinding aangetoond 
(gehalte ronidazal 2,3 mg/kg en gehalte 2-hydroxy-metaboliet 0,08 mg/kg). 
3.9.5 Conclusie 
Uit de resultaten mag worden afgeleid, dat verstrekking van voer aan vleeskuikens waarin een laag 
( < 1 0 mg/kg) dimetridazal of ronidazal gehalte aanwezig is geen residu probleem in vlees tot gevolg 
heeft m.b.t. de moederverbinding en de 2-hydroxymetaboliet. Het is echter niet bekend of er 
"gebonden residuen• van genoemde componenten kunnen voorkomen, die met andere 
opwerkings/analysemethoden wel tot meetbare residuen aanleiding kunnen geven. 
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3.1 0 Carbadox en metabolieten bij leghennen 
3.1 0. 1 Doel van de proef 
Bepalen van residuniveaus van carbadox en desoxy-carbadox in eieren na toediening van 
leghennenvoer met een verslepingsniveau carbadox. 
3.1 0.2 Opzet dierproef 
Leghennenvoer met een beoogd carbadox gehalte van resp. < 0,5; 1; 5 en 1 0 mg/kg werd gedurende 
21 dagen verstrekt aan groepen van telkens 8 LSL leghennen met een leeftijd van 74 weken. Op dag 
21 werd overgeschakeld op blanco voer. De dieren waren gehuisvest in batterijkooien (drie dieren per 
kooi). Op dag 6 en dag 9 van de proef werden eieren verzameld van de hoogst gedoseerde 
proefgroep. Vanaf dag 21 werden dagelijks de eieren van alle gropen verzameld. De eieren werden 
per dag gemengd tot een mengmonster ei ten behoeve van de analyse. De eieren verzameld op dag 
6 en 9 werden gesplitst in eiwit en dooier ten behoeve van separate analyse. De proef werd begin 
1990 uitgevoerd door de Schothorst 
3.1 0.3 Analysemethode 
Het gehomogeniseerde monstermateriaal wordt geëxtraheerd met een mengsel van acetonitril en 
methanol. Na centrifugeren wordt een deel van het extract gezuiverd over een aluminiumoxide/florisil 
lwlom. Een deel van het eluaat wordt ingedampt naar een klein volume en verdund met water. Na 
partitie met iso-octaan wordt een aliquot met kolomschakeling geconcentreerd en vervolgens worden 
de componenten geanalyseerd met isocratische •reversed phase• chromatografie. De componenten 
worden bepaald met UV-Vis detectie bij 390 nm na post-column derivatisering met natronloog. Naast 
de moederverbinding werd ook de metaboliet desoxy-carbadox bepaald. 
Het gemiddelde terugvindingspercentage van de methode bedroeg voor carbadox 81 ,3% 0JC=7,2 
%; n=8) en voor desoxy-carbadox 91,0% 0JC=5,0 %; n=8) bij toevoeging van 5 pg/kg van de 
afzonderlijke componenten. De bepaalbaarheidsgrens voor ei bedraagt 0,5 pg/kg. De methode is 
gedetailleerd beschreven in RIKILT-DLO rapport 88.14 (Beek et al, 1988). De monsteranalyses werden 
uitgevoerd door RIKILT-DLO. 
3.1 0.4 Resultaten en discussie 
Carbadox werd in de voermonsters bepaald conform de procedure beschreven in RSV A0394. De 
werkelijk gemeten concentraties waren resp. < 0,5; 1,3; 3,3 en 8,6 mg/kg. 
De resultaten van de analyse van monsters heelei, welke zijn genomen na stopzetting van de 
medicatie zijn gegeven in Tabel 3. 
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Tabel 3: Resultaten van de analyse van carbadox en desoxy-carbadox in mengmonsters ei. De 
gehaltes zijn uitgedrukt in pg/kg. 
Dosering < 0,5 mg/kg 1,3 mg/kg 3,3 mg/kg 8,6 mg/kg 
in voer 
Dag CBX d-CBX CBX d-CBX CBX d-CBX CBX d-CBX 
9 - - - - 2,3 1,8 4,7 4,2 
21 - - - - 2,8 1,3 6,3 2,3 
22 - - - - 0,5 0,9 1,0 1,8 
23 - - - - - 0,5 0,5 0,9 
24 - - n.g. n.g. - - - 0,6 
27 - - n.g. n.g. n.g. n.g. - -
= gehalte kleiner dan 0,5 pg/kg 
n.g. = niet geanalyseerd 
Uit de resultaten blijkt, dat aanvankelijk het gehalte aan carbadox wat hoger is dan het gehalte aan 
desoxy-carbadox, maar dat na stopzetting van de medicatie de uitscheiding van carbadox sneller 
verloopt dan de uitscheiding van desoxy-carbadox. Het maximale niveau in ei, dat wordt bereikt na 
toediening gedurende 21 dagen, is grofweg een duizendste deel van het gehalte in voer. 
Bij de separate analyse van eiwit en dooier in de eieren van dag 6 en dag 9 bleek, dat het carbadox 
gehalte in eiwit ca. drie maal hoger is dan in dooier. Daarentegen zijn de gehaltes van desoxy-
carbadox in eiwit en dooier redelijk vergelijkbaar. De resultaten van deze proef zijn in detail 
beschreven in RIKILT-DLO rapport 89.57 (Binnendijk, 1989}. 
3.1 0.5 Conclusie 
In dierlijke matrices mogen geen residuen van carbadox en/of desoxy-carbadox aanwezig zijn. Op 
basis van een bepaalbaarheidsgrens van 0,5 pg/kg in ei, betekent dit dat in leghennenvoer maximaal 
0,5 mg/kg carbadox aanwezig mag zijn, wanneer aangenomen wordt dat het gehalte in ei ongeveer 
een duizendste is van het gehalte in voer. In de eieren van de proefgroep welke voer met 1 ,3 mg/kg 
carbadox verstrekt kreeg, konden echter geen residuen worden aangetoond. Op basis hiervan lijkt 
een verslepingsniveau van 1 mg/kg voor carbadox acceptabel. 
Bij een residuniveau van 5 pg/kg in ei, zoals voor vlees wordt gehanteerd conform het vleeskeu-
ringsregulatief van de vleeskeuringswet, is een niveau van 3 mg/kg in leghennenvoer acceptabel. 
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Figuur 1: Grafische weergave van de relatie tussen de proefduur en de residugehaltes van 
amprolium in dooier. 
Meticlorpindol in heelei 
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Figuur 2: Grafische weergave van de relatie tussen de proefduur en de residu-gehaltes van 
meticlorpindol in heelei. 
Meticlorpindol versleping 
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Figuur 3: Grafische weergave van de residugehaltes in vlees, lever en huid van meticlorpindol na 
toediening van voer met een meticlorpindol gehalte van 1 mg/kg. 
Meticlorpindol versleping 
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Figuur 4: Grafische weergave van de residugehaltes in vlees, lever en huid van meticlorpindol na 
toediening van voer met een meticlorpindol gehalte van 5 mg/kg. 
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Figuur 5: Grafische weergave van de uitscheiding van meticlorpindol in vlees na toediening van 
meticlorpindol conform de EU toelating. 
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Figuur 6: Grafische weergave van de uitscheiding van meticlorpindol in lever na toediening van 
meticlorpindol conform de EU toelating. 
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Figuur 7: Grafische weergave van de uitscheiding van meticlorpindol in huid na toediening van 
meticlorpindol conform de EU toelating. 
